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1. Uvod

Cilem sedimentacni analyzy provadéné pomoci analy-
tické ultracentrifugy je charakterizace sedimentujicich
castic z hlediska jejich molekulové hmotnosti a sedimen-
taniho koeficientu, popiipadé nékterych dalSich hydro-
dynamickych vlastnosti, napiiklad difuzniho koeficientu.
Ze sedimentacnich dat lze ziskat odhad velikosti a tvaru
Castic, uidaje o distribuci jednotlivych typt sedimentujicich
¢astic ve vzorku a v neposledni fad¢ studovat rovnovazné
systémy, véetné urceni piislusnych rovnovaznych konstant.
Vztahneme-li pojem sedimentujici Castice napiiklad na
molekulu proteinu, je z vySe uvedeného vyctu hlavnich
aplikaci této metody ziejmé, ze v oblasti vyzkumu
biomakromolekul, ptfedev§im proteinii a nukleovych
kyselin, miize mit sedimentacni analyza velké uplatnéni. Je
to navic jedna znemnoha metod, které umoziuji urcit
molekulovou hmotnost pfimo, bez nutnosti kalibrace c¢i
interakce s matrici, a to piimo ve vodném prostredi
(nejcastéji v pufru) za fyziologickych podminek. A tak
pfestoze se jednd o metodu jiz bezmala sto let starou,
nachazi stale velké uplatnéni nejen ve védeé a vyzkumu, ale

i ve farmaceutickém primyslu. Cilem tohoto referatu je
podat piehled o principech a praktickych aplikacich
sedimentac¢ni analyzy s dlrazem na analyzu biomakro-
molekul.

2. Historie analytické ultracentrifugy

Historii analytické ultracentrifugy zapocal jeji kon-
struktér a objevitel metody sedimenta¢ni analyzy Theodor
Svedberg (1884-1971)'. Rodak ze §védského Flering,
okres Gévleborg, se stal v roce 1904 studentem univerzity
v Uppsale, ktera uz také zlstala jeho hlavnim celozivotnim
pusobistém. V letech 1912—1949 zastaval na této univerzité
funkci profesora fyzikalni chemie. Svedbergova prace se
tykala prevazné koloidii a makromolekularnich latek. Ve
své doktorské praci ,,Studien zur Lehre von den kolloiden
Losungen® (1908), nyni povazované za klasiku, popsal
novou metodu vyroby koloidnich ¢astic a podal presvéd-
¢ivé dikazy platnosti teorii vytvofenych Einsteinem a von
Smoluchovskym o Brownové pohybu, ¢imz poskytl konec-
ny dukaz existence molekul. Spolu s ¢etnymi spolupra-
covniky studoval fyzikalni vlastnosti koloidd, zejména
jejich difuzi, absorpci svétla a sedimentaci, coz mu umoz-
nilo potvrdit, Ze termodynamické zakony plyni lze apliko-
vat také na disperzni systémy.

Pro studium sedimentace sestrojil analytickou ultra-
centrifugu, sniz sledoval sedimentaci velkych molekul
(proteint, sacharidd, polymert) v roztoku a tato pozorova-
ni uvedl do vztahu k molekulové velikosti a tvaru sedimen-
tujicich molekul. Ukazal tak, ze molekuly daného ¢istého
proteinu maji vSechny stejny tvar a Zze s vyuzitim analy-
tické ultracentrifugy lze prokézat pfitomnost kontaminu-
jicich latek. Za praci na disperznich systémech mu byla
roku 1926 udélena Nobelova cena za chemii. V jeho
Nobelové prednaice’ z19. 5. 1927 se mizeme dodist:
,.Zmény koncentraci latek byly pozorovany fotografovanim
roztoku béhem jeho otaceni. Dosazend odstfediva sila byla
ptiblizné pouze 150 x g, bylo tedy mozno sledovat pouze
koloidy relativné malého stupné disperze. S timto pfistro-
jem byly urceny velikosti ¢éstic koloidl zlata jen nad
20 um polomér. Pristi rok (1924) Rinde a autor sestrojili
centrifugu, kterd dosahovala tihového pole piiblizn¢ az
7000 x g (max. rychlost kolem 12 000 ot min). S timto
pristrojem - ktery jsme nazvali ultracentrifugou - bylo
mozné urcit distribuci velikosti a velikost takovych Castic,
které jiz nebylo mozno pozorovat v ultramikroskopu.
V letech 1925-1926, po ziskani prostfedkid z Andersson-
ovy lékarské vyzkumné nadace a Nobelova chemického
fondu, Lysholm a autor sestrojili novou ultracentrifugu,
kterd umoziiovala studium roztokll v tihovém poli az
100 000 x g (max. rychlost kolem 42 000 ot min™").
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3. Piistroj a jeho parametry

Z pohledu zékladniho uspofadani metody se sice od
dob Theodora Svedberga nic nezménilo - vzorek v roztoku
je v centrifuze vystaven tihovému poli a jeho sedimentace
je sledovana specidlnim optickym systémem - nicméné
instrumentace metody pieci jen doznala vyznamného po-
kroku. Vzhledem k tomu, Ze jiz pfes padesat let se vyvoji a
vyrobé analytické ultracentrifugy vénuje zejména firma
Beckman Coulter, vycet technologickych moznosti metody
je omezen na popis soucasného typu analytické ultracentri-
fugy ProteomeLab XL-A/XL-I tohoto vyrobce. Z hlediska
odstiedivé sily 1ze dosahovat tihového pole v rozmezi pfi-
blizné 60 az 300 000 x g (min. rychlost 1000 ot min™', max.
Rychlost 60 000 ot min™). Molekulové hmotnosti &astic,
které tak 1ze pomoci analytické centrifugy studovat, se po-
hybuji ptiblizné v rozsahu 100 Da aZ 10 GDa.

Sedimentaci biomakromolekul lze sledovat pomoci
dvou nezavislych optickych systému, absorbancni (XL-A) i
interferen¢ni optiky (XL-I). Absorbanc¢ni optika sestava ze
zableskové xenonové lampy, monochromatoru
(200-800 nm), pohyblivé Stérbiny a fotonasobice. V kla-
sickém uspotadani je vzorek umistén do kyvety se dvéma
sektory. Do jednoho je umistén analyzovany vzorek, druhy
sektor obsahuje kontrolni vzorek, zpravidla pufr v némz je
vzorek rozpustén, respektive do néhoz je preveden dialy-
zou. Svazky svétla prochazi obéma sektory kyvety rovno-
bézné s osou otaceni, Stérbina umisténa pod kyvetou se po-
hybuje v radidlnim sméru (kolmém na osu otaceni, rovno-
bézné se smérem plsobeni odstiedivé sily), vysledkem je
tedy zavislost absorbance vzorku (métené oproti kontrol-
nimu vzorku) na poloméru otaceni (obr. 1). Interferen¢ni
optika naproti tomu pracuje se dv€ma Sirokymi svazky
laseru, které prochézeji obéma sektory kyvety v celé jeji
radialni $ifce. Po priichodu kyvetou dochazi k interferenci
obou svazkil a vzniklé interferen¢ni prouzky jsou sloZitym
optickym systémem pieneseny az na CCD kameru, kterou
jsou zaznamenany. V pfipadé sedimentace vzorku dochazi
ke zménam indexu lomu svétla ve vzorku oproti kontrole,
coz se projevi zakiivenim interferen¢nich prouzku a jejich
posunem oproti referenci. Tvar a posun prouzkl snimany
kamerou Ize pfimo pozorovat v redlném Ease na obrazovce
fidiciho pocitace, obraz je matematicky zpracovan pomoci
metod Fourierovy transformace a vysledkem je opét zavis-
lost posunu interferen¢nich prouzki (ktera ptimo odpovida
zménam koncentraci latek v roztoku) na poloméru otaceni.

Je tieba si uvédomit, Ze technicka naro¢nost konstruk-
ce analytické ultracentrifugy nespociva jen v optice samot-
né, ale je také nutno zabezpecit synchronizaci méteni obou
optickych systéml s pohybem rotoru a pozicemi jednotli-
vych kyvet a jednotlivych sektorti v nich, a to praveé az do
pomérné vysokych otacek. Bézné lze analyzovat 1-21
vzorkl soucasné, dle typu rotoru a pouzitych kyvet - vedle
standardnich kyvet se dvéma sektory, vyuzivanych piede-
v§im pro metodu sedimentacni rychlosti, se velmi ¢asto po-
uzivaji také kyvety se Sesti sektory, vhodné predevsim pro
metodu sedimentacni rovnovahy. Absorbancni optika je
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Obr. 1. Schéma Kkyvety se dvéma sektory a odpovidajiciho
sedimenta¢niho zaznamu. Roztok vzorku je umistén do jednoho
sektoru a roztok rozpoustédla (zpravidla pufru) po vzijemné
rovnovazné dialyze je umistén do druhého sektoru jako kontrola.
Sektor reference se obvykle plni o néco vice nez sektor vzorku,
aby meniskus reference nezakryval sedimentacni profil vzorku.
Vzorek pusobenim odstfedivé sily sedimentuje smérem ke dnu
kyvety a dojde tak k vytvoreni sedimentac¢niho rozhrani

vhodné predev§im pro sledovani sedimentace proteint
(230 ¢i 280 nm) a nukleovych kyselin (260 nm) ¢&i dalSich
chromofor nesoucich makromolekul, pfi¢emz lze pracovat
v koncentraénim rozmezi priblizné 10 ug ml" az 1 mg ml™.
Interferenéni optiku Ize naopak s vyhodou vyuzit pfi studiu
neabsorbujicich latek, naptiklad polysacharidii, nebo kon-
centrovanych roztoku latek absorbujicich. Spotieba vzorku
je typicky 400 pl pro sedimentacni rychlost a 110 pl pro
sedimentacni rovnovahu, pficemz analyza je nedestruktivni
a vzorek lze po jejim ukonceni odebrat zpét a pouzit pro
jiné ucely. Posledni technickou inovaci celého systému a
soucasnou hranici moZznosti celé metody je sledovani
fluorescence vzorku, které je nyni mozné s komeréné do-
stupnym optickym systémem firmy AVIV Biomedical
(Lakewood, USA, www.avivbiomedical.com).

4. Prehled aplikaci

Pfi studiu chovani makromolekul hleddme casto od-
povédi na nasledujici otazky™:
a) Je vzorek homogenni? Je Cisty? Nebo je v ném pfitomna
vice nez jedna molekula?
b) Pokud je vzorek slozen z jedné komponenty, jaka je jeji
molekulova hmotnost?
¢) Pokud je ptitomno vice druhti molekul, jaka je distribuce
jejich molekulovych hmotnosti?
d) Mizeme ziskat odhad velikosti a tvaru makromolekul?
Jsou kompaktni a sférické, jako globularni proteiny, anebo
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protahlé a uzké, tvaru tycinky, jako DNA; nebo jsou
rozvolnéné a obsahuji mnoho solventu, jako mnoho orga-
nickych polymerti ve vhodném rozpoustédle?
e) Mlzeme mezi makromolekulami detekovat vzdjemnou
interakci? Agregace povede ke zméné molekulové hmot-
nosti - mize detailni studium zmén molekulové hmotnosti
jako funkce koncentraci jednotlivych komponent osvétlit
prubéh reakce (napf. reverzibilni ¢i nevratna?), stechio-
metrii a silu vazby?
f) Pokud se zméni konformace makromolekul, jejich tvar
bude mirné€ odlisny. Jsou tyto zmény méfitelné?
g) MiZeme vzit v potaz neidedlni chovani makromolekul
zpusobené tim, ze realné molekuly zaujimaji prostor?
Odpovédi na vySe uvedené otazky muzeme ziskat
pomoci sedimentacni analyzy v analytické ultracentrifuze,
a to provedenim dvou zakladnich typli experimentl: sedi-
mentacni rychlosti a sedimenta¢ni rovnovahy. Témto expe-
rimentim a zpdsoblim, jak nam mohou napomoci zodpo-
veédét vyse uvedené otazky se budeme dale detailné
vénovat. Sedimentacni rychlost a sedimentacni rovnovéha
poskytuji komplementarni informace. Casto je uZitet¢né
pouzit k vyfeseni daného problému obou technik zaroven.

5. Sedimentacni rychlost

Meéfeni sedimentacni rychlosti je hydrodynamicka
technika, ktera je citlivda k hmotnosti a tvaru makromo-
lekul. V tomto experimentu se diky pouziti dostatecné
velké odstredivé sily za vysokych otacek zacnou vsechny
makromolekuly stejnomérné pohybovat smérem ke dnu
kyvety (sedimentovat). Po kratké dobé se tak vytvofi
pohybujici se rozhrani (angl. termin ,,boundary”) mezi
sedimentujicimi makromolekulami a oblasti roztoku, ve
které se jiz makromolekuly nenachazeji (obr. 2). Toto
rozhrani se pohybuje konstantni rychlosti od menisku
smérem ke dnu kyvety a rychlost tohoto pohybu je
sledovana pomoci série snimkii zaznamenavanych v
pevném casovém intervalu. Vlivem difuze vSak zaroven
dochazi k rozmyvani rozhrani, coz se na snimcich projevi
zménou jeho tvaru z pivodné ostrého, témét svislého, do
protdhlého tvaru sigmoidy. Z rychlosti pohybu a tvaru
rozhrani tak lze urcit sedimentacni a difuzni koeficient
dané makromolekuly.

Sedimenta¢ni koeficient makromolekuly s je urcen
jejimi molekularnimi parametry vyjadienymi ve slavné
Svedbergové rovnici**:

s =ulo’r = M(1 —Vp)/Naf= MD(1 —Vip)/RT
kde je u pozorovana radidlni rychlost pohybu makromo-
lekuly (sedimentace rozhrani), > thlova rychlost rotoru, »
vzdélenost od osy otadeni, o’ odstiediva sila, M moleku-
lova hmotnost, V parcialni specificky objem molekuly, p
hustota roztoku, Na Avogadrova konstanta, f frikéni koefi-
cient, D difuzni koeficient a R univerzalni plynova kon-
stanta; k upravé Svedbergovy rovnice do tvaru na pravé
strané bylo pouzito vztahu D = R7/N,f. Hodnota sedimen-
ta¢niho koeficientu se bézn¢ udava v jednotkach Svedberg
(S), pticemz 1 S odpovida 10" sekundy. Hodnotu frikéni-
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ho koeficientu pro hladkou, kompaktni kulovitou ¢astici
mizeme uréit pomoci Stokesova zakona:

ﬁ) = 67'CT]R0
kde fo je frikéni koeficient sférické Castice, n je viskozita
roztoku a Ry je polomér koule. Miizeme pak zkombinovat
Svedbergovu a Stokesovu rovnici, v niz je polomér koule
Ro vyjadien jako (3MV/4nN,)"? do tvaru:

Skoute = [M(1 —9p))/[NA6TN(3BMV/ATNA)'"]

Dosadime-li za vSechny konstanty ¢iselné hodnoty (n pro
vodu pii 20°C), ziskame sedimentacni koeficient koule
vyjadieny pouze pomoci M, V a p (v jednotkach: M — Da,
s—S,v-mlg'ap—gml):

Skoute = 0,012[M*(1 — p) "

Pomoci této zjednoduSené rovnice lze piedpovidat sedi-
mentacni koeficienty pro hladké, kompaktni kulovité
proteiny ve vodé pti 20°C. Tato hodnota sedimentacniho
koeficientu je maximalni mozna hodnota, kterou lze ziskat
pro protein o dané hmotnosti, protoZze koule ma nejmensi
plochu povrchu v kontaktu s rozpoustédlem a tedy protein
by mél i nejmensi frikéni koeficient, fo. Pro tcely srovnani
dat z riznych laboratofi ¢i riznych experimentalnich pod-
minek je tfeba pfevést experimentalné uréenou hodnotu
sedimentacniho koeficientu do standardniho stavu vody pfi
20°C. Standardni rovnice korekce je vyjadiena jako:

8205 = 5Tp(MrpMa0)(1 = VP20, )/(1 = Vprp)
kde T a p oznacuje hodnoty odpovidajici experimentalni
teploté¢ a pouzitému pufru, zatimco index 20,v oznacuje
standardni podminky. Pomér maxim4lniho a pozorovaného
sedimentacniho koeficientu, Sioue/S20,, j€ TOVEN poméru po-
zorované¢ho a minimalniho frikéniho koeficientu, f/f,, coz
udava maximalni moznou odchylku od tvaru koule. Toho
Ize vyuzit pro odhad velikosti a tvaru castice, jak bude
ukazano v nasledujicim prikladu.

Pro jednoduchost uvazujme sedimentaci pouze jedno-
ho druhu castic v experimentdlnim systému. Rychlost
pohybu rozhrani jako funkce Casu urcuje hodnotu sedi-
mentacniho koeficientu. Jakmile byla ur¢ena hodnota s,
mizeme si polozit nasledujici otazku: je tato hodnota say
konzistentni s molarni hmotnosti sekvence monomeru pro-
teinu? Pomoci rovnice pro vypocet Siue muizeme ur€it
maximalni hodnotu s, pro monomer proteinu. Pokud je
experimentalni hodnota sy, vyrazné vyssi, lze usoudit, Ze
kvartérni struktura proteinu neni monomerni, zatimco nizsi
hodnota by naznacovala protahly tvar monomeru proteinu
dany vétsim frikénim koeficientem. Predpokladejme napfi-
klad, Ze mame protein o molarni hmotnosti 50 kDa a ¥
0,73 ml g" a provedli jsme sedimentaéné rychlostni experi-
ment ve fosfatovém pufru s chloridem sodnym (PBS) a
ziskali jsme experimentalni hodnotu sedimenta¢niho koefi-
cientu 5,67 S. To po korekci odpovida hodnoté s, 5,87 S.
Na zékladé¢ molarni hmotnosti monomeru proteinu jsme
vypocitali maximélni hodnotu s, jako 4,93 S. Experimen-
talni hodnota s, je zjevné mnohem vyssi nez teoreticka
hodnota pro monomer proteinu tvaru koule, coz svéd¢i o
tvorbé veEtsi Castice. Dimer proteinu tvaru koule by mél
teoretickou hodnotu s, 7,77 S. Pomer swoue/s2y urcuje
maximalni asymetrii tvaru proteinu, f/fo, a pro vyse uvede-
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Obr. 2. Méfeni sedimentacni rychlosti. Soubor deseti snimkd byl zaznamenan analytickou ultracentrifugou ProteomelLab XL-I
s pouzitim absorban¢ni optiky pfi 280 nm. Prvni a posledni snimek je oznacen t; a t, Casovy rozdil mezi jednotlivymi kfivkami ¢ini 25
min. Prvni kfivka zaznamenana po 25 min sedimentace jiz vykazuje mirné rozmyti v disledku difuze, které se zvétSuje béhem méfeni
vzorku (40 kDa rekombinantni NK buné&ény receptor rClrb, 45000 ot min™)

ny priklad dostavame f/fo=1,33, coz odpovida tvorbé
dimeru proteinu stiedné protdhlého tvaru. Nyni mlzeme
provést jednoduché hydrodynamické modelovani hypote-
tického proteinového dimeru. Celkova asymetrie tvaru f/fo
muze byt rozdélena do dvou prispévki, asymetrie geome-
trického tvaru a hydrataéni expanze:
Sfo = Flfea (92 + 891)42]"

kde & oznacuje hydrataci proteinu v gramech vody na gram
proteinu (obvykla hodnota 0,3) a symboly parcidlnich
specifickych objemti 1 a 2 oznacuji rozpoustédlo a protein.
Tvar v zavorkach na pravé strané rovnice odpovida obje-
mové asymetrii zpisobené hydrataci proteinu, Cili hydra-
taénimu frikénimu poméru f/fiya. V nasem piipade, kdy f/fo
je 1,33, dostaneme pro & = 0,3 frikéni poméry f/fiya = 1,12 a
ffiar = 1,19. Nejjednodussi hydrodynamicka analyza tvaru
vychazi z aproximace tvaru proteinu jako protdhlého ¢i
zplostélého elipsoidu. S vyuzitim vhodného programu lze
urCit f/fvar @ pomér os daného elipsoidu. Nas hypoteticky
dimer proteinu by byl hydrodynamicky ekvivalentni pro-
tahlému elipsoidu o poméru os 4, s rozméry os 17,3 nm
(2a) a 4,3 nm (2b). Z vySe uvedeného prikladu je ziejmé,
ze zjednoho sedimenta¢né rychlostniho experimentu lze
ziskat pomémé velké mnozstvi informaci. V soucasnosti
lze navic pomoci sedimentaéné rychlostniho experimentu
pomé&rné spolehlivé studovat i rovnovazné reakce’.

6. Sedimentacni rovnovaha

Sedimenta¢ni rovnovéha je termodynamické technika,
ktera je citliva k hmotnosti, ale ne ke tvaru makromole-
kul**. V tomto experimentu je maly objem na po&atku uni-
formniho roztoku centrifugovan pfi poné¢kud nizsich otac-
kach, nez jaké by byly potieba pro sedimenta¢né rychlostni
experiment. Jak rozpusténé latky zacinaji sedimentovat ke
dnu kyvety a jejich koncentrace u dna se zvysuje, difuze

zaCina pusobit proti sedimentaci. Po jistém Case se tyto dva
protikladné procesy dostanou do vzijemné rovnovahy a
koncentrace rozpusténych latek se exponencialné zvySuje
smérem ke dnu kyvety (obr. 3). Po dosazeni rovnovahy je
distribuce koncentrace rozpusténych latek v kyveté neza-
visla na &ase a jiz se dale neméni. Cas potiebny k dosaZeni
rovnovahy zavisi na druhé mocniné délky sloupce roztoku
ve sméru pisobeni odstiedivé sily: pro délku sloupce roz-
toku 3 mm trva dosazeni rovnovahy 18 hodin, sloupec
dlouhy 1 mm se dostane do rovnovéhy za piiblizn¢ 2 hodi-
ny. Pro 3 mm dlouhy sloupec ve standardni 12 mm vysoké
(vyskou je minéna opticka délka kolma ke sméru odstiedi-
vé sily) dvousektorové kyveté je tieba 120 pl roztoku vzo-
rku, 1 mm dlouha kyveta vyzaduje pouze 40 pl (to odpovi-
da typicky 1-10 pg proteinu, tedy mnozstvi srovnatelné
s obvyklou nanaskou na gelovou elektroforézu).

difuze o

koncentrace
e,

< .

.. ]
yoo® sedimentace

polomér rotace

Obr. 3. Schématické znazornéni procesi pii sedimenta¢ni
rovnovaze. Tok rozpusténych castic v dusledku sedimentace
(Cerna Sipka) vzristda s polomérem rotace. Tento proces je za
rovnovahy vyrovnan tokem ¢astic vlivem difuze (bila Sipka), ktera
vzrista s gradientem koncentrace
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Nejdtikladngjsi ptistup k analyze sedimenta¢ni rovno-
vahy vychazi z pouziti termodynamiky — za rovnovahy je
celkovy potencial roztoku ve vSech mistech kyvety stejny.
Z jednodussiho mechanistického uhlu pohledu za rovnova-
hy nepozorujeme zadny celkovy tok ¢astic v roztoku, takze
tok Castic zplisobeny difuzi a sedimentaci je pfesné stejny
ve vSech mistech kyvety. Protoze tok castic zpusobeny
sedimentaci je tmérny w’» a r se zvySuje smérem ke dnu
kyvety, musi byt u dna kyvety tendence k sedimentaci
vys$$i. Nasledné zde musi byt i vétSi vyrovnavaci tendence
k difuzi v opacném sméru. Protoze difuze je fizena gra-
dientem chemického potencidlu (ktery je zavisly na
koncentracnim gradientu), musi se smérem ke dnu kyvety
zvySovat koncentracni gradient. Lze ukézat, ze pro jedinou,
idealni, neasociujici &astici plati*:

M =2RT/[(1 —Vp)w’] d(Inc)/dr*
kde M je molarni hmotnost &astice (v g mol™), o je Gthlova
rychlost rotoru a ¢ je koncentrace &astic (v g dm?) v radial-
ni vzdalenosti » od osy otaCeni; a tedy graf zavislosti Inc
vs. 7 pro jedinou, idealni &astici v sedimentaéni rovnovéze
bude mit smérnici pfimo umérnou M.

Sedimentacné rovnovazny experiment je jedna z nej-
lepsich metod urcovani molekulové hmotnosti makromole-
kul’. Je pouzitelny pro Sirokou §kalu molekulovych hmot-
nosti, od sacharézy (M;,=360)" az po viry (M,=mnoho
miliont)’. Pro nizkomolekularni latky je potfeba dosahnout
vysokych otacek, spodni hranice méfitelné molekulové
hmotnosti tak zavisi na maximalnim poctu otdcek dosazi-
telného s danym rotorem, centrifugou a kyvetou. Horni
limit molekulovych hmotnosti zavisi na stabilité rotoru pfi
nizkych otackach a §ifce menisku. Vysoka stabilita pohon-
né jednotky soucasného modelu analytické ultracentrifugy
umoziiuje pouzit velmi nizkych otacek (minimum je
1000 ot min™") a posouva tak horni hranici stanovitelnych
molekulovych hmotnosti jeste vyse.

Pomoci sedimentacni rovnovahy provedené ve fyzio-
logickych pufrech mizeme urcit molekulové hmotnosti
stabilnich nativnich oligomerti proteinti ¢i proteinovych
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komplexti, zatimco pii pouziti denaturujicich roztokd chao-
tropnich ¢inidel, napiiklad mocoviny ¢i guanidin hydro-
chloridu o vysoké koncentraci, lze ur¢it molekulovou
hmotnost podjednotek (za pfedpokladu, Ze zndme pfislusny
parcialni specificky objem v pouzitém denaturujicim roz-
poustédle). Pokud je v roztoku pfitomno vice ¢astic o riizné
molekulové hmotnosti, které spolu navzajem neinteraguji
(heterogenni roztok, napiiklad smés nékolika riznych pro-
teindl), kazda z nich se dostane do rovnovahy a vysledna
pozorovana distribuce c¢astic v roztoku za sedimentaéni
rovnovahy je superpozici kiivek rovnovéazné distribuce jed-
notlivych ¢éstic smési (obr. 4). Toho lze vyuzit napiiklad
pri charakterizaci Cistoty, resp. homogenity proteinového
preparatu — pokud se nasbirand data nepodafi uspokojivé
vyhodnotit s pouzitim modelu odpovidajicimu jediné
ocekavané cCastici, naznacuje to bud’, Ze v roztoku jsou pfi-
tomny né&jaké dal§i ¢astice o jiné molekulové hmotnosti
(kontaminujici proteiny ¢i oligomerni agregaty vlastniho
sledovaného proteinu), nebo Ze sledovany protein se za
danych experimentdlnich podminek nechovd idedlné.
Neidealita, ktera ma pavod jak v tom, ze makromolekuly
zabiraji v roztoku nenulovy prostor, tak v tom, Ze mezi
nimi dochazi kvili jejich naboji k elektrostatickym inter-
akcim, ma tendenci snizovat pozorovanou molekulovou
hmotnost oproti hmotnosti skute¢né. Tyto efekty jsou ov-
Sem potla¢eny na zanedbatelnou troven, pokud pracujeme
se ziedénymi roztoky (koncentrace proteinti pod 1 mg ml™)
a pouzitim pufrii o dostatecné vysoké iontové sile (alespon
50 mM koncentrace NaCl nebo ekvivalentnich elektrolytu,
lépe vSak pouzit koncentrace 150 - 300 mM). Neidealita
v chovani makromolekul je tedy zavisla na jejich koncen-
traci, provedeme-li sérii méfeni se zvysujici se koncentraci
makromolekul, bude se jejich pozorovand molekulova
hmotnost se zvySujici se koncentraci snizovat. Naopak
v ptipadé heterogenity ¢i asociacnich reakci se bude pozo-
rovand molekulova hmotnost s jejich koncentraci zvySovat
a toho lze vyuzit k rozlideni téchto procestr’.

1,0 T T
|
A —&— M =40 kDa /
—O— M =80 kDa
—m— celkovy signal //
n
05| s o/-
e
- o’
././ 0O © ././.
././I O‘Q’./.
B
0,0 —8—8—!~ —O 1
6,0 6,1 6,2 6,3
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Obr. 4. Sedimentacni rovnovaha smési dvou riznych makromolekul. Data byla simulovana pro neinteragujici idealni castice o
hmotnosti 40 kDa a 80 kDa pti 15000 ot min™ a ¥ = 0,73 ml g pro obé &astice. Celkovy mé&feny signal smési je souctem piekryvajicich se

dil¢ich signalt rovnovah jednotlivych komponent smési
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Skute¢nym vrcholem vyuziti sedimenta¢ni rovnovahy
je studium reverzibilnich rovnovaznych asociaénich re-
akci*®. KdyZz se makromolekula ucastni asociaéni reakce,
napt. 2A 5 A,, stupen asociace se bude zvySovat se zvy-
Sujici se koncentraci makromolekuly. U menisku bude pte-
vazovat monomer proteinu, zatimco u dna kyvety se budou
ve vetsi mife vyskytovat oligomery. Za predpokladu, ze
bylo dosazeno rovnovahy, koncentrace vSech komponent
systému splni podminky sedimenta¢ni rovnovahy a zaro-
venl rovnice chemické rovnovahy, ve vSech bodech kyvety.
Takto 1ze sledovat jak rovnovazné reakce vedouci k tvorbé
oligomerli téZe Castice (napf. monomer-dimer, monomer-
tetramer, monomer-dimer-tetramer, monomer-n-mer, atp.),
tak i heterogenni interakce, kdy dvé ¢i vice castic reverzi-
biln¢ tvotfi komplex s definovanou stechiometrii. Takové
interakce odpovidaji reakénim schématim jako naptiklad
A+B S AB; A+2B S AB,; AB+ B S ABs; a podobng.
Pomoci sedimentacni rovnovahy lze métit a uréit rovno-
vazné asociaéni konstanty reakci fadu 10* az 10° a za piiz-
nivych podminek i konstanty niz§i ¢i vy$§i. Déle lze ob-
vykle urcit také stechiometrii reakce. To zahrnuje jednak
studium jednotlivych komponent reakce A i B samostatn¢
a dale jejich smési v riiznych molarnich pomérech (véetné
ekvimolarniho), pfi riznych otackach rotoru.

Pro vyhodnoceni takové sady sedimentacnich dat,
které se provadi globalni analyzou vSech jednotlivych
experimentd, je vyhodné, mulzeme-li ptedpokladat, Zze
parcialni specificky objem komplexu miliZeme odvodit
z hmotnostnich frakci parcialnich specifickych objemu dil-
¢ich komponent, a dale znadme-li extinkéni koeficienty a
vychozi koncentrace dil¢ich komponent. Uplatnénim téch-
to parametrd lze zpiesnit vyhodnoceni do té miry, Ze nam
napf. umozni rozliSit spravny model reakce ¢i spravnou
stechiometrii. Dalsi pomoc se nabizi v ptipad¢ studia reak-
ci, kdy dil¢i komponenty maji rozdilné absorpéni vlastnosti
(napt. komplex proteinu s DNA, dvou proteind s riznymi
chromofory nebo proteinu a peptidu, ktery obsahuje
5-hydroxytryptofan & jiny umélé zavedeny chromofor)’.
Muzeme pak sbirat data pii né€kolika riznych vilnovych
délkach a vyuzit tuto dodate¢nou informaci pro presnéjsi
vyhodnoceni, které by jinak bylo zna¢né obtizné (napf. pfi
vazb¢ peptidu na protein, protoze vznikly komplex ma
skoro stejnou hmotnost jako protein samotny)'’.

7. Analyza sedimentacnich dat

Ackoliv pokro¢ilé matematické teorie popisujici expe-
rimenty sedimentacni rychlosti a sedimenta¢ni rovnovahy
mohou byt pomémé slozit¢ (a je nad rdmec moZznosti
tohoto referatu se jimi detailné zabyvat), existuje dnes
mnoho relativné sofistikovanych a pfitom uzivatelsky
snadno piistupnych programt, které umoznuji analyzu
sedimentacnich dat a jejich vyhodnoceni i neodbornym
uzivatelim. Jejich ptehled spolu s popisem jejich aplikaci
lze nalézt v literatufe*''. Nicméné pro ziskani smyslupl-
nych vysledkt a jejich spravnou interpretaci je v kazdém
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ptipad¢ zapotiebi pochopeni zakladnich principi metody,
popsanych v ptedchozim textu.

Kromé vlastnich zndmych experimentalnich promén-
nych, jako pocet otacek rotoru a pouzitd teplota, je pro
presnou analyzu sedimentacnich dat nezbytné znat také
hustotu a viskozitu pouzitého pufru a parcialni specificky
objem analyzované makromolekuly. Ob¢ tyto veliCiny lze
sice stanovit experimentaln¢, z praktickych divodi jsou
ovSsem zpravidla aproximovany. Hustotu a viskozitu lze
spocitat z tabelovanych hodnot na zakladé znalosti slozeni
pufru. Parcialni specificky objem lze pro proteiny ve
veétsiné piipadd spolehlivé odvodit na zékladé jejich
aminokyselinové sekvence (u glykoproteinti a detergenty
solubilizovanych membranovych proteinti navic ze znalosti
jejich slozeni). Ob¢& aproximace lze ziskat s pomoci prog-
ramu SEDNTERP'. Tento program také v navaznosti na
ptredchozi aproximace umoziuje pievést zadanou experi-
mentalné¢ pozorovanou hodnotu sedimenta¢niho koefi-
cientu do standardniho tvaru s, a ztéchto dat nasledné
odvodit velikost ¢astice pro tfi rlizné mozné tvary: protahly
elipsoid, zplostély elipsoid a valec.

Ackoli v predchozich desetiletich byly pro analyzu dat
ze sedimentaéné rychlostnich experimentli vyuzivany pie-
devsim rizna zjednoduseni a aproximace, v soucasnosti je
diky rozvoji vypocetni techniky mozné vyhodnotit tyto
data ptimo pomoci proloZeni experimentalnich bodu sedi-
mentacnich rozhrani funkci vychazejici z feSeni Lammovy
rovnice’. Lammova rovnice je parcialni diferencialni
rovnice, ktera popisuje transport ¢astic v sektorech kyvety
pouzivané pro sedimentaéné rychlostni experimenty":

oy(r 6/t = 1/r 8/or [rDoY(r,1)/0r - s r* oy (r,1)]
kde je popsana evoluce distribuce koncentrace makromo-
lekuly y jako funkce ¢asu ¢ a radialni pozice r za spolu-
pusobeni sedimentace a difuze. Modelovani sedimenta-
¢nich dat pomoci Lammovy rovnice naplno vyuziva in-
formace obsazené v celém souboru sedimentaCnich dat,
ktery typicky sestava z 10° bodl pii poméru signalu
k Sumu mezi 100 a 1000. Tento pfistup je zavisly na
modelu — snazime se experimentalni data co nejlépe popsat
pomoci modeld jako jedina idealni Castice, rovnovaha
monomer-dimer, atd. a je tfeba rozhodnout, ktery model
vysvétluje ziskana sedimentacni data nejlépe. Piesnost
urCeni sedimentacnich koeficientli roste s poCtem otacek
rotoru a typicky se pohybuje mezi 0,1 % a 1 %.

Nelinearni regresi metodou nejmensich CEtverca lze
provést fadou programtl pracujicich v opera¢nim prostiedi
Windows, jako je Lamm', Svedberg” a predeviim
Sedfit'®, nebo v prostiedi Linux pomoci programu
UltraScan'’. Programy Lamm a Svedberg pouZivaji pi-
blizna analyticka feSeni Lammovy rovnice, zatimco
UltraScan a Sedfit vyuzivaji riznd pfima Ciselna feSeni.
Vyhoda druhého postupu spociva v jeho obecnosti, kdy
umoznuje urceni sedimentacnich koeficientl i v ptipad¢, ze
nedojde k vytvoreni viditelného sedimentac¢niho rozhrani,
a postacuje pouze to, ze dojde k redistribuci ¢astic vlivem
uzité odstredivé sily. V praxi lze Sedfit pouzit pro modelo-
vani Sirokého spektra sedimentaénich procesti, od redistri-
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Obr. 5. Ukazka analyzy dat ze sedimentacni rychlosti programem Sedfit. Nahote: soubor zméfenych sedimentacnich profild vzorku
(krouzky, pro srozumitelnost zobrazen pouze kazdy paty snimek) a vysledek jejich modelovani dle Lammovy rovnice (kfivky). Upro-
stied: zbytkovy graf ukazujici pfesnost modelovani. Dole: distribuce sedimentac¢niho koeficientu v analyzovaném vzorku. Podrobny popis

uveden v textu

buce soli (typicky pod 0,1 S), pfes sedimentaci malych
molekul, proteinti a jejich komplext, az po velké Castice,
jako kapsidy virt ¢i disperzni ¢astice (pres 1000 S). Sedfit
také obsahuje celou sadu nastroji pro potlaceni systematic-
kého Sumu a optickych artefakti pouzitych detekénich
systému (Casové a radidlné neproménny Sum a kalibrace
zakladni linie).

Asi nejjednodussim zplisobem, jak analyzovat data ze
sedimentaéné rychlostniho experimentu je pouZzit vynos
distribuce sedimentacniho koeficientu, c(s). Distribuce
sedimentacniho koeficientu je definovana jako:

a(r,0) = [ c(s)y(s,D(s),r,1)ds + €
kde a(r,f) odkazuje na pozorovana sedimentacni data, c(s)
na koncentraci ¢astic o sedimenta¢nim koeficientu mezi s a
s +ds a x(s,D(s),r,t) na feSeni Lammovy rovnice. Matema-
tické metody feseni této rovnice byly popsany'® a jsou vlo-
zeny do programu Sedfit, pfiklad analyzy provedené po-

moci tohoto programu je zndzornén na obr. 5. Roztok
rekombinantni rozpustné formy potkaniho NK bunécného
receptoru NKR-P1B s FcHis kotvou (cca 110 kDa glyko-
sylovany kovalentni dimer proteinu) o koncentraci
1 mg ml" byl centrifugovan pfi 20 °C a 36 000 ot min po
dobu 5 hod a kazdych 5 min byl zaznamenan jeho sedi-
mentacéni profil jako absorbance pti 300 nm (obr. 5,
nahofe, krouzky, pro srozumitelnost zobrazen pouze kazdy
paty snimek). S timto souborem dat bylo poté v programu
Sedfit provedeno modelovani dle Lammovy rovnice
s naslednou nelinedrni regresi funkce vcetné uplatnéni
korekci pro vylouceni optickych artefaktt (obr. 5, nahofte,
kiivky). Parcidlni specificky objem proteinu a hustota
pufru byly aproximovany pomoci programu SEDNTERP.
Graficka reprezentace nejvice citliva k spravnosti modelu
(,,goodness of fit*) je tzv. zbytkovy graf (angl. termin
residual plot™). V ném jsou vyneseny rozdily mezi hodno-
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Obr. 6. Ukazka analyzy dat ze sedimentacni rovnovahy programem Sedphat. Nahote: soubor zmétenych sedimentac¢nich profilt
vzorku (krouzky) a vysledek jejich modelovani (kiivky). Dole: zbytkovy graf ukazujici pfesnost modelovani. Podrobny popis uveden
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tami kazdého z experimentalné ziskanych bodt a odpovi-
dajiciho bodu na kiivce vypocitané podle rovnice modelu
(obr. 5, uprostied), pficemz znamkou dobrého modelu je
nahodné rozlozeni hodnot kolem nuly s amplitudou odpo-
vidajici urovni experimentalniho Sumu (pro absorbanéni
data asi 0,01) a absence systematickych odchylek u vSech
ktivek. Systematickd chyba modelu se projevi zakfivenim
a nendhodnym rozlozenim bodt v tomto grafu, coz pouka-
zuje napf. na probihajici rovnovaznou reakci, asociaci,
agregaci ¢i neidedlni chovani zkoumaného systému. Vysle-
dkem celé analyzy je graf distribuce sedimenta¢niho koefi-
cientu c(s), ktery ukazuje zastoupeni Castic o daném sedi-
mentacnim koeficientu v analyzovaném vzorku s inter-
valem spolehlivosti 95 % (obr. 5, dole), tato metoda je tak
velmi citliva k pfitomnosti necistot Ci agregatll v pro-
teinovém preparatu ¢i naopak mize odhalit probihajici rov-
novaznou reakci, ktera neni zahrnuta v pouzitém modelu.
Integraci plochy pod vrcholem distribuce dostaneme
hodnotu pozorovaného sed. koeficientu, 5,46 +0,12 S,
ktera dobte odpovida ocekavané velikosti dimeru proteinu.

V ptipadé sedimentaéni rovnovahy je pfim}'/m V}'/-
dalsi parametry, jako napf. disociani konstanta. Metody
analyzy dat ze sedimenta¢ni rovnovahy jsou zalozené pte-
dev§im na pfimém modelovani ziskanych dat pomoci
matematické funkce odpovidajici vybranému fyzickému
modelu, jako jedina idealni ¢astice, monomer — n-mer pii
autoasociaci nebo A + B 5 AB pfi heteroasociaci a nasled-
né nelinearni regrese metodou nejmensich étverctl. Zde pak
jeSté vice nez u analyzy dat ze sedimentacni rychlosti
zalezi na rozliSeni spravnosti rliznych modelli na zékladg

kvalitativniho posouzeni zbytkového grafu i piesné statis-
tické analyzy porovnani skute¢nych dat a riznych modeld
mezi sebou navzajem. Je tieba ziskat data z riznych otacek
rotoru pii riznych vychozich koncentracich a pomérech
studovanych latek a obvykle je nutné provést globalni
modelovani vSech ziskanych dat, ktera mohou byt doplné-
na i o data se sedimentacni rychlosti ¢i dalSich technik, tak,
aby bylo mozno dospét k jednoznaénému feSeni. Program
Sedphat'®, verze programu Sedfit pro globalni modelovani
vice experimentli souCasn¢ (sedimentacnich rovnovah,
rychlosti i dat z dynamického rozptylu svétla), obsahuje
fadu matematickych modelt a 1ze ho tak pouzit k analyze i
pomérné slozitych systémi.

Pro jednoduchy systém, jakym je roztok ¢istého pro-
teinu, ktery sedimentuje jako ideédlni Castice, je vSak
analyza pomérné jednoducha (obr. 6). Roztok lysozymu o
koncentraci 0,15 mgml"' byl centrifugovan pii 20 °C
postupné pii 9000, 12 000, 15000, 18000, 21 000 a
24 000 ot min™ vzdy 18 hod a poté byla zaznamenana jeho
rovnovazna distribuce pii daném poctu otacek jako
absorbance pii 280 nm (obr. 6, nahote, krouzky). S timto
souborem dat byla poté v programu Sedphat provedena
globdlni analyza pro model jedné idedlni ¢astice s uplat-
nénymi korekcemi pro vylouceni optickych artefaktt
(obr. 6, nahote, ktivky); parcialni specificky objem lyso-
zymu a hustota pufru byly aproximovany pomoci prog-
ramu SEDNTERP. Kvalitu vysledného modelu analyzy lze
opét posoudit ze zbytkového grafu (obr. 6, dole). Vy-
sledkem celé analyzy je hodnota molekulové hmotnosti,
ktera byla v tomto pfipadé vypoctena jako 14 163 £ 175 Da
s intervalem spolehlivosti 95 %. Molekulova hmotnost



Chem. Listy 7104, 1155-1162 (2010) — plna verze

lysozymu je 14 305 Da, je ovSem tieba si uvédomit, Ze
vypoctena molekulova hmotnost silné zavisi na predikci
parcialniho specifického objemu a proto je tieba uvazovat
pfesnost spiSe v fadu nékolika set Da.

8. Priklady analyz

Také jste se asi ve Skole pfi hodiné biologie podivo-
vali, jak je mozné, Ze se ribozom prokaryot, napt. bakterif,
sklada ze dvou podjednotek, 30S a 50S, které dohromady
tvofi cely ribozom 70S - a nikoli 80S, jak by se dalo ze
souctu ,,velikosti* podjednotek ocekavat. U eukaryotického
ribozomu je tento rozdil dokonce jesté vétsi, 40S a 60S
podjednotky tvofi ,,pouze” 80S ribozom. Toto je asi
nejznaméjsi priklad vyuziti analytické ultracentrifugy, se
kterym se jisté potkal témér kazdy student ptirodnich véd.
Ribozom poprvé pozoroval roku 1955 rumunsky bunécny
biolog George E. Palade pomoci elektronového mikro-
skopu jako ,tézké &astice & granule“” a byl to jeden
z divodli, pro¢ mu byla spolu s Albertem Claudem a
Christianem de Duvem roku 1974 udélena Nobelova cena
za fyziologii®. V téchto dobach sehrdla analyticka ultra-
centrifugace dtlezitou roli pfi charakterizaci slozeni bunky
na urovni velikosti ¢astic mensich nez jaké bylo mozno
pfimo pozorovat pomoci tehdejSich metod mikroskopie.
Vlastnosti takovych pozorovanych c¢astic bylo uzite¢né
popisovat pomoci rychlosti jejich sedimentace v tthovém
poli centrifugy, coZ v sob& obnaselo informaci jak o jejich
hmotnosti, tak i tvaru. To je také divod, pro¢ dodnes
popisujeme podjednotky ribozomu pomoci velikosti jejich
sedimentacnich koeficientti a pro¢ se jejich velikosti nedaji
,,SCitat”. Jen pro doplnéni, struktura ribozomu je dnes diky
rentgenové krystalografii zndma na atomovém rozliSeni a
za jeji vyfeSeni byla Venkatramanu Ramakrishnanovi,
Thomasu A. Steitzovi a Ad¢ E. Yonathové roku 2009
udélena Nobelova cena za chemii’'.

V soucasnosti se analyticka ultracentrifugace uplatiiuje
predevsim pfi studiu biomakromolekul a jejich komplext
na jedné strané¢ a pii rutinni kontrole kvality biofarma-
ceutik, predev§im terapeutickych protilatek, na strané
druhé”. P¥i vyvoji novych 1é¢iv a pred jejich komerénim
uvedenim na trh totiz farmaceutické firmy zpravidla musi
zménit vyrobni proces terapeutika z malého, laboratorniho
mefitka do velké primyslové produkce (napfi. pii piechodu
z faze 11 do faze III klinickych zkousek). Pritom je tfeba
zajistit, ze pripravek ma stale tytéz identické vlastnosti,
v pripadé monoklondlnich protilatek se jedna predevsim o
kontrolu homogenity preparatu z hlediska neptitomnosti
agregatll - a pravé to je idedlni pouZiti pro metodu sedi-
mentacni rychlosti, ktera je citliva i vii¢i malému mnozstvi
pfitomnych agregati™. Navic Ize pomoci analytické
ultracentrifugy sledovat stav preparitu pfimo v roztoku,
v jakém bude prodavan v ampuli, testovat ho opakované po
jeho skladovani, a podobné. Z komer¢niho hlediska je to v
soucasnosti pro analytickou ultracentrifugu patrné domi-
nantni oblast vyuziti. Vedle toho je farmaceutickymi
firmami vyuZivéna také k validaci vysledkd méfeni jinych
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metod charakterizace makromolekul, jako je gelova filtra-
ce, metody méteni velikosti ¢astic pomoci rozptylu svétla a
dalsi™.

Aplikace analytické ultracentrifugace ve véd¢ a vy-
zkumu jsou nescetné a je mimo moznosti tohoto a pravdé-
podobné i jakéhokoli jiného referatu podat o nich kom-
pletni obraz. Uz roku 1999 konstatuji Cole a Hansen ve
svém vyborném piehledu'’, Ze za poslednich pét let p¥ibylo
asi 500 védeckych publikaci vyuzivajicich analytickou
ultracentrifugaci a ze tudiz neni mozné takovy piehled
zprostfedkovat. Presto vybiraji a pirehledné rozebiraji
milénia stale jest¢ dominovaly aproximativni pfistupy
k vyhodnocovani sedimentacnich dat, zatimco v poslednich
deseti letech az do soucasnosti uz pievazuji ptistupy piimé
vypocetni analyzy dat, ponejvice vyuzivajici programi
Sedfit a Sedphat. Zapatrame-li v soucasné literatufe,
zjistime, ze analyticka ultracentrifugace vyznamné piispéla
napt. ke studiu oligomerizace tubulinu®, ktera je dynamic-
ky regulovdna pomoci proteinli asociovanych s mikro-
tubuly (heteroasociace), studovanych pomoci analytické
ultracentrifugace, izotermdlni titracni kalorimetrie a
NMR*. Casté je téz vyuziti ve strukturni biologii, pro
ovéfeni toho, zda oligomerni stav molekuly pozorovany
v krystalu je také tvofen za nativnich podminek v roztoku,
jako napf. pfi studiu krystalové struktury proteinu m153
mysiho cytomegaloviru, ktery imituje pfirozené MHC-I
molekuly napadené butiky a pfispiva tak k Uniku viru pfed
imunitni odpovédi”’. Podobné i studium struktury bakte-
ridlnich Lon proteas vyuzivd kombinace dat z analytické
ultracentrifugy a elektronové mikroskopie, popisuyjicich
nativni oligomery, a z krystalovych struktur jednotlivych
zkracenych domén Lon proteas k rekonstrukci struktury
celé molekuly™®. Pékny piiklad vyuZiti sedimentaéni rovno-
vahy pro studium protein-proteinovych interakci nabizi
naptf. prace K. F. Téthové o asociaci histonového chape-
ronu proteinu NAP1 (,,Nucleosome Assembly Protein 1°) a
jeho komplexech s histony”. Pfi studiu samoasociace apo-
lipoproteini E3 a E4 (které jsou geneticky spojeny s
Alzheimerovou chorobou a ateroskler6zou) bylo vyuzito
série dele¢nich mutanti a sedimentacni rychlosti i rovno-
vahy kurCeni zavislosti deagregace téchto proteinii na
piitomnosti lipida®. P¥iklad vyuZiti fluorescenéniho detek-
¢niho systému nabizi napf. studium oligomerizace p53 pro-
teinu’' nebo studium lipidy indukované tvorby tetrameru
apolipoproteinu  C-II, vedouci ktvorbé amyloidovych
vlaken®.

V zafi roku 2009 se ve $védské Uppsale konalo u
ptilezitosti 125. vyro¢i narozeni Theodora Svedberga mezi-
narodni symposium o analytické ultracentrifugaci a k této
prilezitosti bylo také vytvofeno specialni Cislo Casopisu
Macromolecular Bioscience®, v némz je mozno nalézt kro-
mé nékolika vzpominkovych esejii a review o historii a
soucasnych moznostech metody také védecké clanky
zabyvajici se pokroky ve vyvoji programil pro analyzu
sedimentacnich dat a také o uplatnéni metody pfi studiu
napf. postupného spojovani proteinti tvoficich zakladnu
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bakteriofaga T4 (molekularniho stroje zodpovédného za
infekei cilové bunky)*™, potladeni tepelné agregace
glykogenfosforylasy b vlivem chaperoninu GroEL®,
samoasociace proteinli vné&j$i membrany (Omp, ,outer
membrane proteins®) v zavislosti na snizujici se koncent-
raci modoviny®, interakci proteinu tepelného Soku 27
(Hsp27) s fosforylasou kinasou (PhK; EC 2.7.1.38) za
podminek zhusténého roztoku (angl. termin ,,crowding®)”’,
¢i detailni studii vlivu dsRNA na dimerizaci a aktivaci
proteinkinasy R (PKR), ktera vede k inhibici proteosyntézy
a je klicovou slozkou antivirové imunitni odpovédi®®.
V nasi laboratofi jsme vyuZili této techniky pro objasnéni
nativniho stavu leukocytarniho antigenu CD69** i dalsich
nami studovanych receptort (obr. 2, 5 a 6).

9. Zavér

Analyticka ultracentrifugace je velice uZzitecna tech-
nika, kterd umoznuje charakterizovat chovani makromole-
kul pfimo v roztoku za nativnich podminek z hlediska
jejich hydrodynamickych a termodynamickych vlastnosti,
a to bez nutnosti interakce s jakoukoli matrici ¢i povrchem.
Po delsi odmlce béhem druhé poloviny dvacatého stoleti
proziva nyni tato metoda svou renesanci, a to diky dostup-
nosti modernich pfistroji a zarovenn diive nemyslitelného
rychlého a vykonného zpracovani ziskanych dat pomoci
pocitace. Ve spojeni se souCasnymi metodami analyzy
sedimentacnich dat jsou experimenty provadéné v analytic-
ké ultracentrifuze schopné dikladné provérit Cistotu vzo-
rku, charakterizovat mechanismy vzniku a zaniku makro-
molekularnich komplexd, ur€it stechiometrii podjednotek,
detekovat a charakterizovat zmény v konformacich makro-
molekul a méfit rovnovaZzné konstanty a termodynamické
parametry auto- i heteroasociujicich systému. Je to vhodna
metoda pro urcovani molarnich hmotnosti za nativnich
podminek a jedna z klicovych metod pro studium interakci
mezi makromolekulami, jako jsou interakce protein-
protein, protein-nukleova kyselina a protein-mala mole-
kula. Zasluhou podpory, kterou rozvoji této experimentalni
techniky vénovalo vedeni chemické sekce UK PiF v Praze
je nyni tato experimentalni technika ve svém modernim
provedeni dostupna i pro uzivatele v Ceské Republice.
Piipadni zdjemci o moZnosti vyuZziti této experimentalni
techniky mohou ziskat dal$i informace u autorli, nebo
prostiednictvim webovych stranek katedry biochemie UK
PiF http://www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/sluzby.

Zakoupeni a provoz analytické ultracentrifugy
ProteomeLab XL-I (Beckman Coulter) bylo umoznéno
financni podporou chemické sekce Prirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze a MSMT CR (projekty MSM
21620808 a 1M0505).
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Referat

O. Vanék® and K. Bezouska™ (“ Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Charles University in
Prague, " Institute of Microbiology, Academy of Sciences
of Czech Republic, Prague, Czech Republic): Analytical
Ultracentrifuge and its Utilization in Biochemical
Laboratory

Sedimentation analysis of macromolecules carried out
with analytical ultracentrifuge is a powerful method for the
study of proteins, nucleic acids and other polymers and
their various complexes. Monitoring sedimentation of
macromolecules in the centrifugal field allows their
hydrodynamic and thermodynamic characterization in
solution, i.e. in native conditions, without interactions with
any matrix or surface. This allows direct measurement of
molecular weight and sedimentation coefficient of
macromolecules, monitoring of sample purity and
homogeneity, prediction of size and shape of sedimenting
species and, last but not least, study of equilibrium
reactions, including determination of their stoichiometry
and equilibrium constants. In the present review, we first
focused on the history of the technique and properties and
potentials of a modern instrument. Two types of
experiments performed using analytical ultracentrifuge,
sedimentation velocity and equilibrium, are discussed,
together with a brief introduction into sedimentation
theory. In the end, sedimentation data analysis is discussed
and some examples of utilization of analytical
ultracentrifugation are provided. Combination of new
instrumentation and computational software for data
analysis has led to major advances in characterization of
proteins and their complexes. After temporary silence in
the past decades, analytical ultracentrifugation at presence
experiences renaissance in proteomic research.



